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摘要 : 根据 樟 叶 越 桔 (Vaccinium dunalianum) 叶 芽 转录 组 测序 获得 的 能 果 苷 合成 酶 基因 VdAS1 部 分 EST JF 
列 设计 引物 ， 结 合 RACE-PCR 技术 获得 VdASI 基因 全 长 1 577 bp cDNA 序列 。 甚 完整 的 开放 阅读 框 推测 编 
fp 475 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 VAASI 蛋白 ， 理 论 相 对 分 子 量 为 52. 22 kD ， 等 电 点 pl= 5.74, í HH fup 9 Ë 
(Asp+Glu) 总 数 为 53 个 ， 正 电荷 残 基 (Arg+Lys) 总 数 为 45 个 ,不 稳定 系数 为 37.93， 属 稳定 性 蛋白质。 
生物 信息 学 分 析 表 明 VdAS1 与 攀 杞 的 糖 基 转移 酶 相似 紊 高达 74%， 其 二 级 结构 主要 构件 为 w- 螺 旋 和 随机 
卷曲 ， 不 存在 览 膜 区 ， 属 于 杀 水 性 和 蛋白 质 ， 并 结合 信号 肽 预测 结果 推测 VAAS. 和 直接 销 定 在 细胞 基质 中 行 
使 功能 。 该 研究 为 后 期 VdAS1 的 异 源 表 达 和 功能 研究 葛 定 了 基础 。 

关键 词 : 樟 叶 越 棒 ;能 果 背 合成 酶 ; 基因 克隆 ; 生物 信息 学 分 析 

中 图 分 类 号 : Q 75 文献 标志 码 ; A 文章 编号 : 2095-0845(2015)01-071-07 

















Cloning and Bioinformatics Analysis of VdASI Gene 
in Vaccinium dunalianum ( Ericaceae ) 


DU Wei', DING Yong'" , ZHU Dong-yang', YIN Ji-ting^, LIU Xiao-zhu , ZHAO Pine” 
(1 College of Life Sciences, Southwest Forestry University, Kunming 650224, China; 2 Key Laboratory for Forest 
Resources Conservation and Use in the Southwest Mountains of China , Ministry of Education , 


Southwest Forestry University, Kunming 650224, China) 


Abstract: Arbutin was widely used in cosmetics as a whitening agent because of blocking the synthesis of melanin as 
the inhibitor of tyrosinase. Arbutin synthase ( AS) as one member of UDP glycosyltransferases ( UGTs) which be- 
longs to the glycosyltransferase (GTs) family is a rate-limiting enzyme in arbutin synthesis from hydroquinone. To 
reveal the biological function and provide scientific basis of application on plant genetic engineering for Vaccinium 
dunalianum arbutin synthase ( VdAS), a gene VdASI encoding VdASI was isolated by RT-PCR combined with 
RACE-PCR from V. dunalianum. The full-length cDNA clone comprised 1 577 nucleotides consisting of a 17-nucleo- 
tide 5'-untranslated region, an open reading frame of 1428 nucleotides, and a 132-nucleotide 3'-untranslated region. 
The open reading frame encoded a putative VdAS1 comprising 475 amino acid residues with molecular weight of 
52. 22 kD. and isoelectric point of 5. 74. The total numbers of negative charged residues ( Asp Glu) and positive 
charged residues ( Arg- Lys) in VdASI were 53 and 45, respectively. VdASI shares 74% similarity with UGT in 
wolfberry ( Lycium barbarum). lt was predictive VdASI had no signal peptide and transmembrane structure. The 
main parts of predicted secondary structures of VdASI were a-helices and random coils. The study results established 


the foundation for the heterologous expression and functional analysis of VdASI. 
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RERE (arbutin) OU S2 -g- D-- HIE 46 463 
HE) 是 一 种 酚 甘 类 物质 ， 主 要 分 布 于 杜 鹏 花 科 
(Ericaceae), T$ f EL (Rosaceae) #h Pë H 5f 
( Saxifragaceae) 等 植物 中 ， 具 有 镇 咳 、 祛 痰 、 平 
喘 和 祛斑 等 多 种 生理 活性 (CE NEDy SE, 2003; 
Baumann 等 ,2009)。 因 其 能 够 苑 争 性 抑制 栈 氨 
酸 酶 活性 从 而 抑制 黑色 系 的 形成 ， 被 国际 公认 为 
21 世纪 天 然 、 低 毒 、 高 效 的 皮肤 美 日 剂 ， 是 皮 
肤 美白 化 妆 品 中 理想 的 活性 瀛 加 成 分 (Akiu 等 ， 
1991; Maeda 和 Fukuda, 1996; Wei 等 ，2007 ) ， 
被 广泛 应 用 于 化 妆 品 领域 。 天 然 能 果 苷 是 植物 体 
P ESOSEAS — BERI ER RUE LERRA (UDPC ) 
在 UDP 糖 基 转 移 酶 一 能 果 苷 合成 酶 ( arbutin syn- 
thase, AS) (EC2. 4. 1. -) 的 催化 下 生物 合成 而 来 。 
AS 活性 首次 于 1992 FÆTRE (Apocynaceae) 
3 K K] (Rauvolfia) 植物 蛇 根 木 (R. serpentina ) 
的 悬浮 细胞 中 检测 到 ， 并 通过 悬浮 细胞 培养 的 方 
AKERRA PERH (Lutterbach 和 Stóckigt, 
1992) 。 随 后 AS 得 到 纯化 (Arend 等 , 2000), Jf 
从 蛇 根 木 悬浮 细胞 cDNA 文库 中 克隆 得 到 1 260 
bp 的 AS 基因 cDNA, 在 大 肠 杆 冰 MIS 中 进行 了 
异 源 表 达 (Arend 等 , 2001; Hefner 等 , 2002; Hefner 
和 Stóckigt, 2003) ， 并 获得 其 品 体 〈 吴 方 蹇 , 2013 ) 。 
AS 属于 NRD1b 糖 基 转移 酶 家 族 (Kapitonov 和 
Yu, 1999) ， 可 以 接受 多 种 具有 多 样 结构 化 合 物 
作为 其 底 物 ， 是 少 有 的 具有 多 底 物 接受 能 力 的 多 
功能 糖 基 转移 酶 ( Hefner S, 2002) 。 

Zhao 等 (2008) 发 现 ， 云 南 省 杜 鹏 花 科 ( Eri- 
caceae) jg; (Vaccinium) 野生 植物 樟 叶 越 桔 
( V. dunalianum) 是 一 种 富 含 能 果 苷 及 其 衍生 物 
的 特殊 资源 植物 ， 推 测 该 植物 中 有 高 活性 表达 的 
inp BEI C AV CV.dunalianum arbutins 
ynthase, VdAS) 的 存在 ， 并 提示 该 酶 基因 VdAS 
及 其 基因 产物 在 该 植物 中 可 能 具有 某 种 重要 的 、 
不 可 或 缺 的 生物 学 功能 。 但 日 前 尚 无 樟 叶 越 桂 能 
条 苷 合成 酶 基因 的 相关 报 掉 。 本 研究 根据 前 期 开 
展 的 樟 叶 越 桔 叶 芽 转 录 组 测序 实验 获得 的 VdASI 
部 分 EST 序列 设计 引物 ， 结合 RACE 方法 获得 
了 樟 叶 越 桔 V4457 基因 全 长 cDNA 序列 ， 并 对 其 
所 编码 集 日 质 的 特性 进行 了 分 析 。 









































1 材料 和 方法 
1.1 材料 

榜 叶 越 桂 叶 芽 采 自 云南 省 楚雄 州 武 定 县 高 桥 镇 唐 家 
村 ， 海 拔高 度 为 2 100 m， 位 于 北纬 25°57’、 东 经 102? 
24' ， 原 植物 标本 存放 于 中 国 科 学 院 昆 明 植物 研究 所 标本 
馆 ， 由 刘 恩 德 博士 鉴定 。 取 樟 叶 越 桔 新 鲜 叶 芽 置 于 液 所 
中 速冻 ， 于 -80 冰箱 中 保存 ， 供 提取 总 RNA 用 。 
1.2 实验 方法 
1.2.1 实验 试剂 ”植物 总 RNA 提取 试剂 盒 为 Omega 公 
司 产品 ， 首 转录 试剂 和 pMD18-T 载体 购 自 宝 生物 工程 有 
限 公 司 ，RACE-PCR 试剂 盒 为 Clontech 公司 产品 ， 胶 回 
收 试剂 盒 购 自 天 根 生 化 科技 有 限 公 司 ， 其 他 相关 试剂 购 
日 昆明 滇 工科 技 有 限 公 司 ， 大 肠 杆 兰 DH5a 为 本 实验 室 
TEE SUR o 
1.2.2 总 RNA 提取 与 检测 ”参照 朱 东 阳 等 (2013) J 
法 提取 樟 叶 越 桔 叶 芽 总 RNA，1.2% 琼 脂 糖 凝 胶 上 电泳 
检测 总 RNA 完整 性 ， 采 用 Biochrom Libra S22- 紫 外 分 光 
光度 计 测 定 总 RNA 的 OD (AoA) 值 。 
1.2.3 RACE 克隆 VdASI 基因 全 长 cDNA 根据 前 期 转 
录 组 测序 分 析 获 得 的 VdAS1 基因 EST 序列 设计 RACE 5| 
MJ. 3'-RACE 引物 包括 反 转 录 引 物 Adaptor-Oligo (dT) 
17: 5'-CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCA AGC 
(dT) 17-3’， 接 头 外 侧 和 内 侧 引 物 分 别 为 AP-Outer; 5'- 
CCAGTGAGCAGAGTGACG-3’ 和 AP-Inner: 5'-GAGGACTC 
GAGCTCAAGC-3’， 特 异性 外 侧 和 内 侧 引 物 分 别 为 3'-GS- 
Outer; 5'-GTTTCTTGCGAGTACAGGG-3' 和 3'-GS-Inner; 
5'-CGGGCCACTCATACAGAT-3', 2$—58E cDNA 的 合成 按 
RNA 反 转 录 第 一 链 合 成 试剂 盒 说 明 书 进行 操作 。 二 轮 
PCR 反应 条 件 为 : 94 *C 预 变 性 3 min; 94% 变性 30 s, 
53% 退 火 30s,，72% 延伸 1 min, 35 个 循环 ) 72 C 延伸 
10 min, 

根据 3'-RACE 扩 增 测序 获得 VdASI 基因 3' K wa FF 
JJ, 设计 5'-RACE 特异 性 巢 式 引物 5'-GS-Outer; 5'-TC- 
CGCCAAGCCATACCGTTTCGTGT-3' fill 5'-GS-Inner; 5'-GG 
GTCCAGCAAGTGGTTCCCGTGA-3', fà RACE 试剂 盒 说 
明 书 进行 操作 。 第 一 轮 PCR 反应 条 件 为 : 94 "C 变性 30 s, 
78 CIRK 30s, 72 C 延伸 2 min, 8 个 循环 ， 每 个 循环 退 
火 温度 降低 1%C; 94% 变 性 30s，70% 退 火 30s，72 9C 
延伸 2 min, 30 个 循环 。 第 二 轮 PCR 反应 条 件 为 : 94 C 
预 变性 3 min; 94 CEHE 30s, 70 CEK 30s, 72°C 延伸 
1 min, 35 个 循环 ; 72 *C 延伸 10 min, 

在 1. 220 BJ RB pase e Er vU PCR 产物 ， 回 收 
目的 片段 并 连接 到 pMDIS-T 载体 上 ,转化 大 肠 杆菌 
DH5o 感受 态 细胞 ， 随 机 筛选 白色 菌落 ， 对 阳性 克隆 测 
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序 。 引 物 合成 及 测序 由 上 海 生 工 生 物 工程 技术 服务 有 限 
公司 完成 。 

1.2.4  VdASI 的 生物 信息 学 分 析 NCBI 中 ORF finder 
工具 分 析 基 因 开放 阅 读 框 ， DNAMAN 构建 ORF TZ tF Ë 
序列 并 推导 其 氨基 酸 序 列 ; ProtParam 软件 计算 各 种 氨基 
酸 的 含量 和 乍 日 的 理论 分 子 量 、 等 电 点 和 稳定 性 ;NCBI 
中 的 Blast 工具 对 推导 的 蛋白 质 进 行 相似 性 比较 ，Clust- 
alx2 和 Jalview 软件 对 同 源 性 高 的 序列 进行 多 序列 比 对 ， 
MEGA4. 1 分子 进化 遗传 分 析 软 件 通过 邻 位 相连 法 
(Neighbor-joining) 构建 系统 发 生 树 ， 系 统 树 每 个 统计 学 
显著 性 分 析 以 自 展 法 (Boot-strp ) 进行 检验 ， 重复 1 000 
次 (Kumar 等 , 1994) ; Siganal V4. 0 (http: //www.cbs. dtu. 
dk/services/SignalP-2. 0/) 4r 9r E FH 质 信号 肽 ;TMHMM 
( http: //www. cbs. dtu. dk/services/ TMHMM/) 和 Proscale 
( http; //www. expasy. org/ cgi-bin/protscale.pl) 分 别 检测 其 
BARATA RIZ zk Au K TERRE; SOPMA 程序 (http: // 
npsapbil. ibep. fr/cgi-bin/npsa _ automat. pl? page -/NPSA/ 
npsa, sopma. html) 预测 蛋白 序列 的 二 级 结构 ;NCBI 提供 
的 Conserved Domain Search ( CD-Search) 服务 需 (http; // 
www. ncbi. nlm. nih. gov/Structure/cdd/wrpsb. cgi) #17 E A 
功能 域 分 析 。 














2 结果 与 分 析 
2.1 HREH VdAS1 基因 全 长 cDNA 的 获得 

本 实验 提取 的 樟 叶 越 材 叶 车 总 RNA 的 28S 
和 18 S rRNA 市 型 完整 旦 前 者 的 亮度 约 为 后 者 的 
两 倍 ， 总 RNA 的 OD (Ao ZA.) 值 处 于 1.8~2.0 
之 间 。 利 用 前 述 引 物 结合 RACE-PCR 方法 分 别 
扩 增 获得 VdAS1 基因 的 3' 末 端 cDNA 和 5' À W 
cDNA (图 1)， 经 回收 元 隆 测 序 长 度 分 别 为 851 bp 
和 565 bp， 经 过 序列 拼接 ， 最 终 获 得 了 1 577 bp 
全 长 cDNA 序列 。 

2.2 樟 叶 越 桔 VdASI 基因 序列 分 析 

开放 阅读 框 (ORF) 分 析 结 果 显 示 VdASI 基 
因 全 长 cDNA 序列 包括 5' 非 编码 区 17 bp, ORF 1 
428 bp 和 3' 非 编码 区 132 bp， 编 码 475 个 氨基 
Më, H ORF 的 核 苷 酸 序 列 及 其 推导 的 氨基 酸 序 
列 如 图 2 所 示 。 

同 源 性 分 析 结 果 显 示 VdAS1 基因 推测 编码 
的 樟 叶 越 桔 能 果 苷 合成 酶 VdAS1 与 枸杞 (Lycium 
barbarum) (LbUGT，AB360632. 1) , WETRZK (R. se- 
rpentina) ( RsUGT, AJ310148.1). :& Jn ( Sola- 
num. lycopersicum ) ( SIUGT, XM _004231159. 1) 
42k Æ IH MEAS ( Hieracium pilosella) ( HpUGT, 











EU561016. 1) 等 的 糖 基 转移 酶 之 间 具 有 49% ~ 
74% 的 序列 同 源 性 ， 且 均 具 有 高 保守 的 PSPG Z 
构 域 (图 3)， 推测 VdASI 基因 属于 糖 基 转移 酶 
家 族 中 的 能 果 芽 合成 酶 。 

系统 发 生 分 析 结 果 (图 4) ERRE LHI 
HpUGT 和 其 余 植 物 CTs 分 别 单独 聚 为 一 类 ， 其 
中 VdASI 和 仙 客 来 CpGT, WIAR RsUGT RX 
一 分 文 。 

和 蛋白质 理 化 性 质 预 测 结果 显示 ，VdAS1 的 
理论 分 子 量 为 52. 22 kD， 氨基酸 总 数 为 475 个 ， 
理论 等 电 点 为 5.74， 负 电 古 残 基 (Asp+Glu) 总 数 
为 53 个 ， 正 电 何 残 基 (Arg+Lys) 总 数 为 45 个 ， 
不 稳定 系数 为 37.93， 属 于 稳定 性 蛋白 质 。 亲 水 / 
WK ERER (图 5) 表明 ,VdASI1 在 第 
115 MWARI (2.814), 95 187 位 的 
氨基 酸 亲 水 性 最 强 (-2.889) ， 亲 水 性 氨基 酸 均 
匀 分 布 在 整个 肽 链 中 ， 没 有 明显 的 疏水 区 域 。 

VdASI 信号 肽 序列 预测 结果 显示 ， 最 大 C 
E CO SU SRBJAHBR) 为 0.109， 位 于 第 30 
MAERA; fx A Y fH (2650 UI A BJA) 
为 0. 104， 位 于 第 45 位 氨基 酸 处 ; 最 大 S 值 ( 信 
号 肽 的 分 值 ) 为 0.324， 位 于 第 33 MAERA, 
平均 S 值 为 0.125， 位 于 第 1~44 位 氨基 酸 之 间 ， 
可 能 性 值 为 0.47; 综合 计算 信号 肽 存在 的 可 能 
性 值 为 0.001， 信 号 销 定 的 可 能 性 值 为 0.001， 第 
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图 1 VdASI 3'-RACE (A) 和 5’-RACE (B) PCR 
产物 电泳 M 为 DNA 分 子 量 标准 
Fig. 1 Electrophoresis results of VJASI 3'-RACE (A) 
and 5'-RACE ( B) PCR products 
M. DNA 5000/2000 markers 
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29~30 位 氨基 酸 之 间 的 前 切 的 值 为 0.000, JEU — 外， 不 存在 跨 膜 区， 结合 信号 肽 预测 结果 ， 推 测 
VdASI 为 非 分 泌 性 蛋白 质 。 和 蛋白 质 跨 膜 结构 域 ”VdAS1 在 细胞 质 基质 中 合成 后 不 经 转运 ， 直 接 
预测 结果 (图 6) 显示 ，VdAS1 肽 链 位 于 细胞 膜 。 销 定 在 细胞 基质 中 特定 部 位 行使 功能 。 


Translation of VdASl.txt(1-1428) 

Universal code 

Total amino acid number: 475, Mw=51552 

Max ORF starts at AA pos l(may be DNA pos 1) for 475 AA(1425 bases), MW-51552 


10 20 30 40 50 60 70 80 90 
1 ATGGATCAAAAACCCCACATAGCCATCCTTCCCTCGCCGGGAATGGGTCACCTCATCCCACTCGCCGAGTTAGCCAAGCGACTCGTTCTG 
l M D Q K P H I A I L P S P G M G H L I P L A E L A K R L V L 
100 110 120 130 140 150 160 170 180 
91 ACTCACGACTTCTCCGCCACCTTCTTGATCCCAACCGACGGCCCTTTACCCAAAGCCAATAAATCCTTTCTTGACTCTCTTGCCCCCACC 
31 T H D F S A T F L I P T D G P L P K A N K S E L D 5 L A P T 
190 200 210 220 230 240 250 260 210 
181 GGCATATCCTACGTTCTCCTTCCGCCCGTCAATTTCGACGACTTGCCCGACGACGATCGGATCGAGACCCGGATTTCCTTAACCGTCACC 
61 G I 5 Y V hb L P P V N F D D L P D D D R I BR T R I 5» L T V T 
280 290 300 310 320 330 340 350 360 
211 CGCTCCCTCCCTTCTCTCCGGGACGAGTTTAAATCACTCGTTTCGGGTCATCGGCTCGTGGCCCTTGTCGTTGATTTATTCGGTACTGAC 
91 R S L P S L R D E F K $ L V 5 G HR L V A L V V D L F G T D 
310 380 390 400 410 420 430 440 450 
361 GCTTTTGATTTGGCCATGGAATTCCAAGTTTCTCCCTATATCTTCTTCCCATCCACAGCCATGGCCTTGTCCTTGTTCTTTTACTTGCCA 
121 A F D L A M E F Q V 5 P Y I F F P 5 T A M A L 8 L F F Y L P 
460 410 480 490 500 510 S20 530 540 
451 GACCTTGACTCCTCTGTTTCTTGCGAGTACAGGGATTTACCCGACCCGATTAAAATTCCGGGCTGTGTTCCGATTCACGGGAACCACTTG 
151 D L D S 8 V 5 C E Y R D L P D P I K I P G C V P I H G N H L 
550 560 570 580 590 600 610 620 630 
541 CTGGACCCGGTTCAGGACCGAAAGAATGAGGCCTACAAATGGGTTCTTCACCACACGAAACGGTATGGCTTGGCGGAGGGTATTATGGTC 
191 L D P V Q D R K N E A Y K W V L H H T K R Y GL A E G I M V 
640 650 660 670 680 690 700 710 720 
631 AATAGCTTCAAGGAGTTGGAAGGTGGGGCAATTGGCGCCTTGCTAGAGGAAAAACCCGGTAAACCGCCCGTTTACCCGGTCGGGCCACTC 
211 N S F K E L E G G A I G A L L E E K P G K P P V Y P V G P L 
730 740 750 760 770 780 790 800 810 
721 ATACAGATGAATTCCGGTGGCGGGGATGACGGGTCGGGTTGTTTGAGTTGGTTGGATTGTCAGCCACCTGGCTCTGTTCTGTTTATCTCG 
241 IQ M N S G G G D D G 8 G C L S W L D C Q P P G S V L EIS 
820 830 840 850 860 870 880 890 900 
811 TTTGGGAGTGGTGGGACCCTCTCATGTGATCAGCTCAATGAGCTTGCTTTAGGGTTGGAAATGAGTGAACAGAAGTTCATATGGGTTGTT 
211 F G S G G T L 5 C D Q L N E L A L G L E M S E Q K F I W V V 
910 920 930 940 950 960 970 980 990 
901 AGGAGTCCAAGTGATACAGCTGCTTATGCCACTTACTTCAGTGTCCAAAGCAAAAATGACCCTCTTGCCTTTTTACCAAAAGGGTTTGTA 
301 R S P S D T A A Y A T YES V Q 5 K N D P L A F L P K GF V 
1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 
991 GACAGAACCAAGGGGTATGGTCTACTGGTGCCATCTTGGGCACCACAGGCTCAAATTCTC AGCCATGGCTCCACCGGAGGGTTCTTAACC 
331 D R T K G Y G L L V P 8 Ww A P Q A Q I L S HGS T G G F L T 
1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 
1081 CATTGTGGTTGGAACTCGGCGTTAGAGAGCGTGGTTAATGGCGTCCCGTTAATCGCTTGGCCACTGTATGCAGAACAGAAGATGAATGCT 
361 H C G W N S A L E 8 V V N G V P L I A W P L Y A E Q K M N A 
1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 
1171 GTGCTGTTGACTGAGGATGTTAAAGTGGCGTTGAGGCCGAAACCTGGTGAAAATGGTCTAATTGGACGAGTTGAGATTGCCAAAGTCGTG 
391 V L L T E D V K V A L R P K P G E N G L I G R V E I A K V V 
1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 
1261 AAGGGTCTAATGGAAGGGGAAGAAGGGAAGCAAGTTCGATCCCGGATGAGAGACTTAAAAGATGCCGCGGCAAGGGTGATAAGCGATGAC 
421 K G L M E G E E G K Q V R 5 R M R D L KD A A A R V I S D D 
1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 
1351 GGGTCTTCGACGAAGTCGCTCGCTGCGTTGGCACAGAAGTGGAAGAACAAAATTACTAGTAATAATAATACTAATTGA 
451 G S S T K Ss L A A L A Q K W KN K I T SS N N N T N * 





图 2 VdASI ORF ERRITIK HE SE H9 28 2510 PU 
Fig.2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of VdAS1 ORF 
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VdAS1 
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FkUGT 
CoGT 
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SIGT 
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CoGT 
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SgUGT2 
SgUGT3 
GnGT 


Fig.3 Alignment of deduced amino acid sequences of VdASI and GTs gene from other plants 















































































































































FEHESE. 樟 叶 越 椅 能 果 苷 合成 酶 基因 Vd457 B) va EE Pl ABT 75 
1---- MEH----TPHIAMVPT L IBLVIF AIKR- LVLRHNFGVTFITBITDGPLPKAQKSFLDALP- AGVNYVLLERVSFDDLEADVRIETRICLTIT 89 
1-MGIYKMDQ----KPHIAILPS LIBLABLAKR-LVLTHDFSATFLIBTDGPLPKANKSFLDSLAPTGISYVLLRERBVNFDDLEBDDDRIETRISLTVT 95 
j = s s.s MAQ----IPHIAILP LI LV 图 F AKR- IFLHHHFSVSLILETDGPISNAQKIFLNSLP- SSMDYHLLEREVNFDDLEEDVKIETRISLTVS 89 
Ys MAETPVVTPHIAILP LIPLVBEBFSKRR-LIQNHHFSVTLILPTDGPVSNAQKIYLNSLP-CSMDYHLLPPVNFDDLBLDTKMETRISLTVT 93 
1- - - MEG----TPHIAIVP LIBLvllF ARMR- LNTNHNISAIFIIBNDGPLSKSQIAFLDSLP-DGLSYLILBBVNFDDLBKDTLMETRISLMVT 89 
1-.-.-.-.-.- MENTTNPPTHVAIVPT LIPLVBFAKK- I IOKHNFMVSFITBSDGPLSSAQKLFLEKLP-PRIDYVVLBBVCFDDLEEDVKIETRISLTVS 93 
1. MANG- -TSPHVVLVPS LIPLoOBLAER-LVLNHGLTATFVIBTDSPLSAAQKGFLEALP-RGIDHLVLËPADLDDLESDVKAETVICLTIV 91 
1- - MAEK---PPHIAILPT LIBLIBLANR- LVTHHGFTVTFITBNDNSSLKAQKAVLOSLP-PSIDSIFLEBBVSFDDLBAETKIETMISLTVV 90 
1---- MAQVO- - TPHIAMHPS LIBLTELAKO- LVHRHNFTVTFIVEBICDGPPTKAQKSVLDALP-PSIDHVFLRERBVSFDDLETGTOMETVISLTVS 91 
1-MELSKQEPLSKPPPMVVMLPS LIBMIBFAKRITIILNONLOITFFIBTEGPPSKAQKTVLOSLP- KFI SHTFLERBVSFSDLEBPNSGIETIISLTVL 99 
1-- - MAGTOTOSTTHVAILPS LIBLVBLAIER- LVHOHNLSITFIVIBTDGPPSKAQKSVLGSLP-STITSAFLBRBVDLSDTESDAKIETITISLTVA 94 
1MEATQRDGGAQSPTPHVVMLPS LIBLLEF AKR- LLFLHRFTVTFAIBSGDPPSKAQISILSSLP-SGeGIDYVF LERBVNFHDLEKDTKAGVF IVLAVA 99 
1MEATQRDGGAQSPTPHVVMLPSBBMGHL !IBLLEIF AMR- LLFLHRFTVTFAIBSGDPPSKAQISILSSLP-SGIDYVFLBBVNFHDLBKDTKAEVF IVLAVA 99 
1-- MAK----TTHIAIVSS FS LVBITIBEEF TRRLVKLHPNFHVTCIVIBSLGSTPESSKAYLKTLP-SNIDSIFL I SKENVBQOGAYAGLLIQLTIT 90 
90 RSBLPFVRDAVKTLLATTK--LAALVVELFGTDAFDVAIEFKVSPYIFYPTTAMCLSLFFHLPKL EPLOIP IBIHSKDFLDREAODRKN 188 
96 RSLPSLRDEFKSLVSGHR--LVALVVELFGTDAFDLAMEFQVSPYIFFPSTAMALSLFFYLPDL DPIKIPBCVBIHBNHLLDBVODRKN 194 
90 RSLTSLROVLESIIESKK- - TVALVVBLFGTDAFDVAIDLKISPYIFFPSTAMGLSLFLHLPNL bDPIOIPECTEIHSKDLLDEVODRND 188 
94 RSLPSLREVFKTLVETKK- - TVALVVMLFGTDAFDVANDFKVSPYIFYPSTAMALISLFLYLPKL TDLPDPVOIP IB!HSKDLLDEVODRKN 192 
90 RBVPSLROVFKSLVAEKH- -MVALF IMLFGTDAFDVAIEFGVSPYVFFPSTAMVLSMF LNLPRL EPVOIP IEBVREBEDLLDIBVODRKN 188 
94 RSLSSLRDAVOSLVSKKIR-LAAFVVBILFGTDAFDVAIEFKISPYIFIPTTAMCLSLFLNLSKL EKVHIPECMBIHSSDLLDBLODRKN 193 
92 RSLHNLRAAIKSLKATNR- -LVAMVVBLFGTDAFEIAKEVNISPYIFYPSTAMALSFFLYLPTL DPVOIP IBI!IHSSDLLDEAODRKN 190 
91 RSLSHLRSSLELLVSKTR- -VAALVVELFGTDAFDVAVEFGVAPYIFFPSTAMALSLFLFLPKL EPVAIPBCVBVHBSOLLDIBVODRRN 189 
92 R LPYLRDTVKSL GREG TKL VIL vv LFGTDAFEVAREFNISSYIFYCSTAMALSLFLYLPKL EPVKIPECVBIPEKELLDBVONRKD 192 
100 RSLPSLRONFNTLSETHT-- ITAVVVBLFGTDAFDVAREFNVPKYVF YPSTAMALISLF LYLPRL EPVKIP IBIHSKYLLDBLODRKN 198 
95 RBLPSLRDVLKSLVSKTR--LVALVABLFEF----------- f o o n AMTLSLIFYLPKL EPVKIPBCVBIHSNKLLDBEVODRKN 171 
100 RSLPSFRDLFKSMVANTN--LVALVVIOFGTDAFDVAREFNVSPYIFFPCAAMTLSFLLRLPEF EPIRLSBCARBIPEKDLAGBFHDREN 198 
100 RSLPSFRDLF KSMVANTN--LVALVVBIOFGTDAFDVAREFNVSPYIFFPCAAMTLISFLLRLPEF EPIRLSBCABIPBKDLADBFHDREN 198 
91LSLPSIYEALKSLSSKFP--LTALVABITTFAFPTLEFAKEFNALSYFYTPCSAMVLIBLALHMSKL EPIKLOBCVBLLBVDLPABTONRSS 189 
189 DAYKCLLHOAMRYRLAEBIMV PRPLKALOEEDO-GKPPVYP I LIRADSSS--KVDDCECLK AVSHNØF LAL 286 
195 E KWVLHHTKRYGLAES IMV GBAIGALLEEKP-GKPPVYPVEBLIOMNSGG--GDDOGSGCLS TLSCDOLNIBLAL 292 
189 E KWLLHHAKRYGMAESI!V GBAIGALOKDEP-GKPTVYPVIEEBLIOMDSGS--KVDGSECMT TLSHEBL IBWVAA 286 
193 E KWVLHHSKRYRMAESB IVA GEAIKALOEEEP-GKPPVYPVERRLIOQMDSGSGSKADRSECLT TLSHEBMIILAS 292 
189 DAY KWVLHNAIKR Y RMAEB I AV CGBALKVLLEEEP-GKPRVYPVEBLIOQSGSSS--DLDGSDCLR TLSSTELNIELAM 286 
194 [ KWVLHHSIKRYRMAESIIL PRAIQYLOEQET-GKPPVYCVSERLIOMGSKS- ENNDESVCLK TLSHEBMIIMIAL 292 
191 [ KWLLHHAKRYTLAESIMV PBAIGALOEEGS-GNPPVYPVIBBLVKMGHAR-GMVDRSGCLE TLSSEBTTIBLAL 289 
190 DAY KWVLHHTRRYRLAE I MV PRPLKALOTPEP-GKPPVYPVEBLIKRESEM- -GSGENECLK TLPSEBLDIBLAL 287 
193 E KWVLHHAIKKRRYRLAESILV PRALKALOEKEP-GKPPVYPVBRLVKLDSKA- -VADESKCLK TLSYKBVTILAL 290 
199 [ QSVFRNAKRYREADSLIE PEPIKELLKEEP-GKPKFYPVERBLVKREVEVGOIGPNSESLK TLSSKBI LAL 298 
172 Ü KWFLHHSRRYKLADE I MV GÜAIKALQEEEPAGKPPVYPVBPLVNMGSSS- -SREGAECLR TLSYDA I LAL 270 
199 DAYKLF LHNAKRYALADSIFL PRAIKALLEEES- RKPLVHPVERBLVOIDSSG--SEEGAECLK ALSSDEI LAL 296 
199 DAYKLFLHNAKRYALADE IF L PEAIKALLEEES- RKPLVHPVBBLVOIDSSG--SEEGAECLK TLSSDBI LAL 296 
190 E KSFLERAMNAIATADSI!! SBAIRALEEYEN-GKIRLYPV ITOQKGSRD- EVDESGKCLS TLSONBI LAS 288 
287 S FSIOQNONDALAYLIBEBFLERIEBKGRCLLVPS 6 
293 S YF SVOSKNDPLA KBIF VDREKOG YGLLVPS 6 
287 C "FNVQDSTNPLE KBIF LERIBKGFGLVLPN E 
293 T FNVODSTNPLD KEF LEKIEKGLGLVVPN e 
287 S FDSHGHNDPLGFLBKBFLERIEBKNTGFVVPS S 
293 C YFSIQNSGDPLAYLBPBFLDRIBKGRGLVVPS G 
290 S FNPNAENDPST KBIFLERIEKG VGLVLPS ó 
288 SBSR-VADSSFFSVHSQNDPFS QBF vVDREÉKGRGLLVSS A 
291 S FSVHGKGDPLA KBF LERIBKGRGLVVPN E 
299 S FSAETDSDPFD NEBFLERTKOGROGLVVSS ç 
271 S FSVOSQOKDPFD KEFLDRIBKDRGLVVPS 6 
297 S FSVHSQNDPLS EBFLEGIERGRSVVVPSW^Z S 
297 S FSVHSQNDPLSFLBEBFLEGIBRORSVVVPS A S 
289 A LEAEKE-DPLK sBF LERBKEKO6LVvvPsW^ N 
388 VMLTEGLKVALRPKAGE- NGLIGRVEIANAVKGLM KFRSTMKDLKDAASRALSDD TKALAELACKWENKISST------------ 470 
394 VLLTEDVKVALRPKPGE-NGLIGRVEIAKVVKGLM QVRSRMRDLKDAAARVISDD TKSLAALAQKWKNKITSNNNTN-------- 480 
388 VMLSEDIKVALRPKVNEENGIVGRLEIAKVVKGLM 6GVRSRMRDLKDAAAKVLSED TKALAELATKLRKKCOMIDVANH------- 476 
384 VMLSEDIKVALRPKANE- NGIVGRLEIAKVVKGLM VVRSRMRDLKDAAAKVLSED KALAELATKLKKK----- VSNN------- 476 
387 VSLTEGLKVALRPKVGD- NGIVGRLEIARVVKGLL 61 SRIRDLKDAAANVLGKD TKTLDOLASKLKNKI-*-*------ n n m 466 
393 VMLTEDVKVALRPKFNE- NGLVTRLEIAKVVKGLM AIRSRMRDLKDAAAKVLSDD KSËAELCSWEWKSNIST--- eee 474 
391 VMLTEDIKVALRPKCSK- SGLVERAEIAKIVKSLM RLBSRMRDLKNVSEKRLSAD TKMLRELTQKWKNKAVGN-----------e 473 
388 I TLTDDLKVALRPKVNE- NGLIDRNEIARIVKGLM DVRSRMKDLKDASAKVLSHD KALATVAQKWKAHKNY- --- - -. 469 
392 FMF IHEIKVALRPRADE- NGF VEREEVAVVVKGLM RLRNRMKDLKDAARKSLSDE TKALSDVVTKWKALVCN------- n nm 473 
400 VMLTEDVKVGLRPNVGE- NGLVERLEIASVVKCLM KLRYOMKDLKEAASKTLGEN NHISNLALKWTNKSTVIN----------e 493 
372 VMLTEDIR--- - n A I  ÓcÓceee SLV KVRHRMKDLKNASIRVLGED TOALSKLILKWKN--*-*----- n n nm 426 
388 ILLTEDIKAALRPKINEESGLIEKEEIAEVVKELF RVRAKMEELKDAAVRVLGED 5- ILSEVVQOKWKRKISG--.-.-. .-. -. 479 
398 ILLTEDIKVALRPKTNEKTGIVEKEEIAEAVKTLM KLRSKMKYLRNAAERVLEED SKALSOMVLKWKSKISGOKNCOTKFAFLES 493 
388 NAVML TDGLKVALRTKFNE- DGIVEKEEIARVIKCLM GMRERMMNLKDF SANALK- D TOTLSOQLARHWENSSQV------------- 468 








图 3  VdASI 和 其 他 植物 GTs 的 氨基 酸 序列 比 对 PSPG box: 高 保守 结构 域 


PSPG box: highly conserved domains 


CpGT (AX, AB294396. 1) ; FkUGT (8, ABS24715. 1) ; FvGT ( Ef Af, XM. 004306644. 1) ; GmGT (CK E, XM _ 
003532143. 1) ; HpUGT ( A -E Il B 5j, EUS61016. 1) ; LbUGT ( ff]fà, AB360632. 1) ; MtGT ( B f£, XM. 003626508. 1) ; 
RcUGT ( Ë JR, XM, 002533865. 1) ; RsUGT (Mg K, AJ310148. 1) ; SgUGT2 ( iX J&, HQ259621. 1) ; SgUGT3 (罗汉 果 ， 


HQ259622. 1) ; SIGT (番茄 , XM. 004231159. 1) ; VvGT (葡萄 , XM. 002280887. 2) 


FKUGT 


GmGT 
HpUGT 


76 植物 分 类 与 资源 学 报 
重 日 质 二 级 结构 了 预测 结果 (图 7) 显示 aw- 螺 64 VdASI 
旋 和 随机 卷曲 是 VdASI 的 主要 构件 ， 分 别 占 a T 
43. 1296/81 36.67%。 此 外 ， 还 含有 6.67% H) B- 
转角 和 13. 54% 的 B-Tr RASTA, id BEES 
蛋白 质 功能 域 分 析 结果 表明 VdAS1 TAEA i NN 
有 PLNO3015, PLN00164. PLN02534, UDPGT, " MtGT 
MGT 和 COG1819 等 多 种 功能 域 ， 其 中 包括 UGTs 43 RcUGT 
HEA., E HOHER UDP 结合 有 关 (Paque- - LbUGT 
tte ^5, 2003) 的 UDPGT 功能 域 。 99 SIGT 
3 讨论 


糖 基 转 移 酶 为 一 个 高 差异 、 多 源 的 大 家 族 ， 


图 4  VdASI 和 其 他 植物 GTs 的 进化 树 分 析 


Fig. 4 Phylogenetic analysis of VdASI and other plant GTs 





根据 它们 的 序列 相似 性 、 保 守 域 和 上 的 物 特异 性 ， 
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ProtScale output for user sequence 
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图 5 VdASI E HAMER IK HE RIZRZK TEAT DT 
Fig. 5 Prediction of VdASI protein hydrophobicity and hydrophilicity profile 
- TMHMM posterior probabilities for Sequence 
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图 6  VdASI 跨 膜 结构 域 预测 
Fig. 6 Prediction of transmembrane region of VdASI 
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图 7 VdASI 基因 和 蛋白 氨基 酸 序列 的 二 级 结构 预测 
Fig.7 The secondary structure of the deduced VdASI polypeptide 
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又 可 进一步 分 成 92 个 家 族 (Breton 55, 2012) 。 
其 中 ，UDP 糖 基 转 移 酶 家 族 (UGTs) 又 称 糖 基 
转移 酶 家 族 1， 是 糖 基 转移 酶 中 的 最 大 家 族 。 在 
拟 南 价 (Arabidopsis thaliana) 中 发 现 有 120 个 
UGTs 基因 (Li 等 , 2001) ， 水 稻 (Oryza sativa. ssp. 
japonica) 中 发 现 有 213 个 UGTs 基因 (Yonekura- 
Sakakibara 和 Hanada, 2011), ^r SE ( Phy- 
scomitrella patens) 和 江南 卷 析 (Selaginella moell- 
endorffii) 中 分 别 发 现 有 21 个 和 142 个 UGTs 基 
(Cao 等 , 2008) 。 序 列 分 析 发 现 来 目 不 同 物种 
的 UGTs 均 具 有 一 个 由 44 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 
高 保守 性 的 PSPG 结构 域 (Paquette 等 ，2003 ) 。 
研究 表明 PSPG 结构 域 可 能 在 代谢 平衡 调 矿 、 外 
源 性 物质 解毒 、 次 生 代 谢 产 物 的 生物 合成 及 其 
储存 和 运输 中 扮演 着 重要 的 角色 (Paquette 等 ， 
2003; Yonekura-Sakakibara 和 Hanada, 2011; Barv- 
kar 等 ,2012) 。 本 人 研究 从 榜 叶 越 桂 中 成 功 分 离 获 
得 能 果 苷 合成 酶 基因 VdAS1 的 全 长 cDNA 序列 ， 
推导 的 VdAS1 属于 UDP 糖 基 转移 酶 家 族 的 一 个 
新 成 员 ， 同样 具 有 一 个 高 保守 的 PSPG 结构 域 ， 
并 推测 V44S7 基因 表达 的 VdAS1 E A ECPE AE 
在 细胞 质 中 行使 功能 。VdAS1 是 否 具有 与 蛇 根 
^k RsUGT 类 似 的 多 底 物 接受 特性 则 需要 开展 深 
入 的 异 源 表达 和 活性 功能 验证 等 赋 究 。 
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